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Введение

При воспалении в тканях пародонта развивает�
ся неадекватная извращенная иммунологическая ре�
акция, обусловленная выраженной васкуляризаци�
ей десны. Эта особенность гингивита и пародонтита
приводит к хронизации процесса или, наоборот,
к его бурному течению. С клеточным компонентом
непосредственно связана первая линия защиты, ре�
ализуемая, в частности, нейтрофилами и макрофа�
гами в участках воспаления.

Макрофаги образуются из моноцитов перифери�
ческой крови и представляют собой довольно крупные
клетки, которые, в отличие от округлых и более мел�
ких моноцитов, морфологически полиморфны и име�
ют неправильную полигональную форму [1]. Механизм
активации макрофагов достаточно хорошо изучен при

такой частой общей хронической патологии, как атеро�
склероз кровеносных сосудов и обструктивная болезнь
легких [2–3]. Известна способность макрофагов, исхо�
дя из характеристик окружающей среды, проявлять
про� или противовоспалительную активность [4–5].
Выделяют два основных полярных типа активирован�
ных макрофагов: M1 и М2 [6]. Фенотип M1 способству�
ет увеличению секреции провоспалительных цитоки�
нов [7]. Такие макрофаги, проявляя цитотоксическую
и бактерицидную активность, инициируют воспаление.
А под влиянием иммунных комплексов и интерлейки�
нов IL�1, IL�4, IL�10, IL�13, а также грибковой и гель�
минтной инфекции, происходит альтернативная акти�
вация макрофагов в фенотип М2 [8–10]. Известны био�
технологии культивирования активных макрофагов, их
репрограммирования in vitro [11–12].

CТОМАТОЛОГИЯCТОМАТОЛОГИЯCТОМАТОЛОГИЯCТОМАТОЛОГИЯCТОМАТОЛОГИЯ
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Основываясь на ранее проведенных эксперимен�
тальных исследованиях, мы предположили, что реп�
рограммирование макрофагов возможно непосред�
ственно в тканях организма in vivo. Принимая во вни�
мание извращенность иммунологических реакций в
тканях пародонта, мы разработали клиническую
технологию репрограммирования макрофагов из
провоспалительного фенотипа M1 в противовоспа�
лительный фенотип М2, исключающую необходи�
мость использования длительно реализуемых био�
технологий in vitro [13]. Суть технологии состоит в
получении аутологичной обедненной клеточными
элементами сыворотки венозной крови с большим
количеством факторов репрограммирования макро�
фагов и дальнейшем ее инъекционном введении в
ткани пародонта. Для получения сыворотки забира�
ют венозную кровь у больного в количестве до 10
мл и проводят двойное центрифугирование с «мяг�
ким стартом» при 10 000 об/мин и сразу же вводят
подслизисто в области переходной складки в зонах
воспаления тканей пародонта. Под влиянием такой
аутосыворотки изменяется среда обитания макро�
фагов в ткани и происходит постепенное репрограм�
мирование макрофагов в фенотип М2.

Целью исследования явилась оценка морфоло�
гических изменений в тканях пародонта под влия�
нием новой клинической методики репрограммиро�
вания макрофагов.

Материал и методы исследования
Для достижения цели осуществили эксперимен�

тальное клинико�морфологическое исследование с
участием 20 добровольцев (в возрасте от 35 до 44 лет,
средняя возрастная группа ВОЗ) — больных хроничес�
ким генерализованным пародонтитом средней степе�
ни тяжести (код по МКБ: К05.31). После традиционно�
го пародонтологического обследования и постановки
диагноза больным проводили комплексное пародон�
тологическое лечение. Но период наблюдения за боль�
ными длился только месяц, в течение которого у них
осуществляли подготовку к последующему хирурги�
ческому лечению, направленному на устранение пато�
логических пародонтальных карманов. Такая подго�
товка включала коррекцию индивидуальной гигиены
полости рта и профессиональную гигиену, при необхо�
димости избирательное пришлифовывание зубов и их
временное шинирование, а также местное консерва�
тивное лечение в соответствии с клиническими реко�
мендациями, утвержденными Стоматологической ас�
социацией России (СтАР) 30.09.2014 г. Произвольно
больных разделили на две группы: основную и группу
сравнения (по 4 мужчин и 6 женщин в каждой).
У больных группы сравнения проводили только тра�
диционное лечение. А у пациентов основной группы
дополнительно к нему еще реализовывали метод кли�
нического репрограммирования макрофагов in vivo.
Каждый доброволец давал письменное информиро�
ванное согласие. Исследование одобрено Этическим
комитетом Тверского ГМУ 25.04.2016 г.

Перед началом лечения и в конце периода наблю�
дения за больными (через месяц) проводили биопсий�
ное морфологическое исследование тканей десны. Ис�
секали мелкие фрагменты многослойного плоского

ороговевающего эпителия десны с подлежащими тка�
нями в тех участках, где это не могло принести ощути�
мого ущерба для больного. Биопсийный материал
фиксировали в 10 % растворе нейтрального формали�
на (рН=7,2), затем проводили в изопропиловом спир�
те с добавлением «IsoPrep» (ООО «ЭргоПродакшн»,
Россия) и заливали в гомогенизированную парафино�
вую среду «HISTOMIX» (ООО «ЭргоПродакшн»,
Россия), формируя блоки. Из парафиновых блоков из�
готавливали гистологические препараты толщиной
5–6 мкм и окрашивали гематоксилином и эозином.
Также применяли гистохимическую окраску по Вей�
герт — Ван�Гизону.

Морфологический материал разделили на три
группы: от всех больных до начала лечения (А), через
месяц от его начала от больных группы сравнения (В)
и основной группы (С). При микроскопировании пре�
паратов оценивали динамику воспалительной реакции
и характер регенерации тканей. Микроскопическое и
морфометрические исследования, фоторегистрацию
проводили с применением: исследовательского трино�
кулярного микроскопа «Nikon Eclipse 50i» (Nikon,
Япония), специализированной цифровой фотокамеры
«Nikon DS�Fi2» (Nikon, Япония) и персонального ком�
пьютера с использованием специализированных мор�
фометрических программ «NIS�Elements» (Nikon
Instruments Inc., США) и «BioVision Professional»
(BioVision Inc., США).

При морфометрическом исследовании материала
определяли: плотность воспалительного инфильтрата
(путем подсчета количества клеток в 10 полях зрения
в препаратах при увеличении 400); состав клеточно�
го инфильтрата с подсчетом нейтрофильных лейкоци�
тов, лимфоцитов, фибробластов, фиброцитов, плазма�
тических клеток и макрофагов (в  %) — в 10 полях зре�
ния с каждого микропрепарата при увеличении 400.
Кроме того, определяли процентное соотношение мак�
рофагов фенотипов M1 и М2. Отличительными мор�
фологическими признаками этих фенотипов макрофа�
гов являются округлая форма — для фенотипа M1 и
фибробластоподобная — для фенотипа М2. Морфоло�
гический индекс М1/М2 в норме для тканей пародон�
та — от 0,09 до 1,13. Статистический анализ цифровых
показателей, имеющих нормальное распределение,
проводили с помощью критерия t. Проверку на нор�
мальность распределения оценивали при помощи кри�
терия Шапиро — Уилка. Значимыми считали различия
при р<0,05.

Результаты исследований

Морфологическая характеристика гистопрепара�
тов десны, полученных от обеих групп больных, до ле�
чения не отличалась. В многослойном плоском орого�
вевающем эпителии выявлялись акантоз и паракера�
тоз. Имелись эрозивные дефекты с тканевым детритом
на поверхности. В подлежащей соединительнотканной
строме имелась выраженная воспалительная инфиль�
трация, отек, полнокровные сосуды и очаговые крово�
излияния (рис. 1А). Морфометрические исследования
показали, что плотность клеточного инфильтрата со�
ставляла 483 ± 12,4 клеток в поле зрения (рис. 1Б), и он
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Рис. 1. Морфологические изменения в начале исследования. Акантоз и паракератоз в многослойном плоском
ороговевающем эпителии. Выраженная воспалительная инфильтрация стромы, отек, полнокровные сосуды (А, Б).
Преобладание макрофагов фенотипа М1 в воспалительном инфильтрате (В). Окраска гематоксилином и эозином.

Ув.: А 150; Б 200; В 400

Рис. 2. Морфологические изменения в конце исследования без репрограммирования макрофагов. Акантоз (А)
и гиперкератоз (Б) многослойного ороговевающего эпителия, полнокровные сосуды в строме (А). Липоматоз
и расширенные сосуды под эпителием (В). Большое количество сосудов в соединительной ткани (неполное
созревание, Г), грануляционная ткань с обилием сосудов (Д). Окраска гематоксилином и эозином (А, Б, В, Д),

по Вейгерт — Ван�Гизону (Г). Ув.: А, В, Г, Д 100; Б 200

А  Б  В  

на 34,7 ± 1,6 % состоял из нейтрофильных лейкоцитов,
на 37,1 ± 1,2 % — из лимфоцитов, на 10,7 ± 0,8 %
был представлен плазматическими клетками, на
6,1 ± 0,3 % — фибробластами. Макрофагов было обна�
ружено 11,4 ± 0,4 %. При этом значительно преоблада�
ли макрофаги фенотипа M1 (74,4 %) в сравнении с фе�
нотипом М2 (25,6 %, рис. 1В).

При оценке гистопрепаратов, полученных через
месяц от начала лечения, в группе сравнения в строме
под эпителием выявляли полнокровные сосуды (рис.
2А), а также гиперкератоз эпителия (рис. 2Б) и липо�
матоз в подлежащей строме (рис. 2В). Среди коллаге�
новых волокон было обнаружено значительное коли�
чество сосудов, что является признаком неполного со�
зревания соединительной ткани (рис. 2Г, Д).

Морфометрические исследования показали плот�
ность клеточного инфильтрата — 127 ± 3,2 клеток в
поле зрения, а изменения его состава по сравнению с
первичным исследованием заключалось в уменьшении
числа нейтрофильных лейкоцитов (на 13,2 %), лимфо�
цитов (на 10,5 %), плазматических клеток (на 8,4 %),
макрофагов (на 5,8 %). Число фибробластов, напро�
тив, увеличилось на 9,5 % и появились фиброциты —
44,2 ± 1,5 %. Соотношение макрофагов М1/М2 фено�
типов составило 36,2 % к 63,8 % соответственно. Та�
ким образом, в группе сравнения без применения но�
вой методики через месяц от начала традиционного
лечения наблюдали стихание воспалительной реакции
и формирование соединительнотканного матрикса
в строме с преобладанием М2 (ремоделирующего)

Г  Д  

А  Б  В  
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Том 21, № 4, 2022

10

ВЕРХНЕВОЛЖСКИЙ
ЖУРНАЛмедицинский

фенотипа макрофагов. В то же время отмечены морфо�
логические признаки неполного созревания соедини�
тельной ткани.

В основной группе пациентов через месяц от нача�
ла лечения патологических изменений в эпителии не
было выявлено. В подлежащей строме не наблюдали
воспалительной инфильтрации (рис. 3А). При окрас�
ке по Вейгерт — Ван�Гизону обнаруживали зрелые
коллагеновые волокна и фиброциты (рис. 3Б, В).

Морфометрические исследования показали отсут�
ствие воспалительной инфильтрации. Плотность кле�
точного инфильтрата в соединительнотканном мат�
риксе стромы составила в среднем 85 ± 2,7 клеток
в поле зрения. В составе инфильтрата в сравнении
с первичным исследованием уменьшилось число ней�
трофильных лейкоцитов (на 31,0 %), лимфоцитов
(на 11,2 %), плазматических клеток (на 6,2 %), макро�
фагов (на 4,8 %). Число фибробластов увеличилось
на 6,8 %, а число фиброцитов достигло 49,4 ± 1,9 %.
Значительно преобладали макрофаги фенотипа М2
(82,3 %) против 17,7 % фенотипа M1. Таким образом,
в биоптатах основной группы больных гистологичес�
кая картина характеризовалась отсутствием измене�
ний со стороны эпителия и воспалительной реакции,
полным созреванием соединительной ткани с форми�
рованием полноценного соединительнотканного мат�
рикса в подлежащей строме и значительным преобла�
данием М2 фенотипа макрофагов.

Проведенное контролируемое исследование под�
твердило нашу гипотезу о возможности искусственно�
го клинического репрограммирования макрофагов in
vivo в тканях пародонта, то есть в очаге хронического
воспаления в условиях реального времени и реальной
среды функционирования этих клеток. Тот факт, что
под влиянием обедненной клеточными элементами
аутосыворотки крови в основной группе больных в те�
чение месяца произошло существенное увеличение
пропорции макрофагов фенотипа М2 при одновремен�
ном уменьшении пропорции M1 фенотипа, соответ�
ствует имеющимся в литературе предположениям [12,
14] и свидетельствует о высокой эффективности новой
предложенной методики.

Следует также указать, что выявленные морфо�
логические различия в состоянии тканей пародонта
в обеих группах больных полностью коррелирова�
ли с клинической картиной.

Рис. 3. Морфологические изменения в конце исследования после клинического репрограммирования макрофагов.
Отсутствие воспалительной реакции в строме (А). Зрелая соединительная ткань в строме (Б, В). Окраска

гематоксилином и эозином. Ув. 100

Заключение
Таким образом, полученные результаты позво�

ляют рекомендовать разработанную новую клини�
ческую методику репрограммирования макрофагов
тканей пародонта in vivo в качестве дополнительно�
го метода коррекции иммунного ответа в составе
комплексного пародонтологического лечения хро�
нического пародонтита. В отличие от известных кле�
точных биотехнологий репрограммирования макро�
фагов in vitro, эта методика существенно менее тру�
дозатратна и реализуется непосредственно в
присутствии больного.
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